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生体には立体構造形成 (フォールディング)制御のためのタンパク質品質管理シス
テムが備わっており，それらシステムの破綻はアルツハイマー病やパーキンソン病，
Ⅱ型糖尿病といったミスフォールディング疾患を引き起こす。このようなミスフォー
ルディングを引き起こす要因の一つは，タンパク質フォールディング過程におけるタ
ンパク質中のシステイン残基間で非天然型ジスルフィド結合を形成することであり，
我々生体内における天然型ジスルフィド結合の形成に関わる化学反応やそのジスル
フィド結合の触媒システムは未だ完全には明らかになっていない。そこで生合成され
たタンパク質がどのように天然型ジスルフィド結合を形成するのか，またジスルフィ
ド結合形成を触媒する生体システムを解明することによって，ジスルフィド結合形成
に関わる疾患の発症メカニズムや生体内におけるタンパク質恒常維持の解明に取り
組んだ。 
最初に，タンパク質がフォールディング過程において自身でどのように天然型ジス
ルフィド結合を形成するかを検証するため，解析対象としてプロウログアニリンを採
用した。プロウログアニリンは腸管内水分調節因子であるウログアニリンの前駆体タ
ンパク質であり，ウログアニリン自身では天然型のジスルフィド結合様式を形成する
ことができず，その N末端に存在するプロ領域により天然型のジスルフィド結合の形
成を制御していることが明らかにされている。さらにこれまでにプロウログアニリン
のフォールディング解析の結果，ウログアニリン領域の非天然型ジスルフィド結合を
持つ 2 つのフォールディング中間体 (異性体 1，異性体 2)を経由し，プロ領域によっ
て非天然型ジスルフィド結合を修復することにより天然構造を形成することが明ら
かにされた。そこで，これら非天然型ジスルフィド結合をもつ 2つのフォールディン
グ中間体の構造学的研究に取り組み，生理学的意義について検証した。 
プロウログアニリンは大腸菌を用いて発現させ，順次各種クロマトグラフィーによ
り単離精製を行い，ジスルフィド結合が切断された還元変性状態として調製した。非
天然型ジスルフィド結合を持つ 2つのフォールディング中間体の調製は，還元変性状
態のプロウログアニリンの空気酸化後，HPLC によって精製した。これら 2 つの中間
体のリフォールディングにおける速度論的解析により，異性体 2から天然構造を形成
する経路がフォールディングの on pathwayであることを明らかにした。さらにそれぞ
れ中間体の円偏光二色性分光解析によって，異性体 1はランダムコイル構造そして異
性体 2は天然構造と似た二次構造含有を示すことより，異性体 2はより折りたたまれ
た立体構造を持つことを明らかにした。これは速度論的解析より得られた異性体 2が
フォールディングの on pathway産物であるという解釈と一致する。生体においては，
非天然型ジスルフィド結合を天然型ジスルフィド結合に修復する酵素 Protein 
Disulfide Isomerase (PDI)によってターゲット基質のジスルフィド結合を触媒すること
で，ミスフォールド体の蓄積を防ぐタンパク質の恒常システムが存在するが，PDIが
どのようなフォールディング状態の基質を認識するかは明らかでない。そこでランダ
ム構造をもつプロウログアニリンの異性体 1 と天然型と似た二次構造をもつ異性体 2
に対し，PDI によるジスルフィド結合の触媒効率を見積もった結果，PDI は異性体 2
のみ効率的に触媒することを明らかにした。これは PDIが，ある程度折りたたまれた
on pathway中間体のみを認識できる事を示していると考えられる。 
PDIは N末端から a，b，b’，a’，cの 5つのドメインより構成され a及び a’のチオ
レドキシン様ドメインの活性部位によって基質のジスルフィド結合を触媒し，免疫グ
ロブリンやインスリンをはじめとする様々なペプチドホルモンの天然型ジスルフィ
ド結合の形成や立体構造構築に関わっているタンパク質である。その触媒機構は我々
生命の活動を支えているといっても過言ではないが，そのジスルフィド結合触媒にお
ける作用機序は明らかでない。そこで次に，ジスルフィド結合形成を触媒する生体シ
ステムを解明するため，本学今岡教授らによって見出された PDI の阻害剤 BPA を用
い PDI の機能発現機構の解析を進めた。その結果，BPA は PDI の様々な基質と競合
阻害することによって，PDIのシャペロン活性やジスルフィド結合導入・異性化活性
を阻害することを明らかにした。実際に BPA が PDI に結合することによって基質リ
クルートを阻害しているのかを構造的観点から明らかにするため，円偏光二色性スペ
クトル，示差走査熱量測定，動的光散乱，X 線小角散乱による解析を行った。その結
果，BPA が PDI に結合することにより PDI のドメイン配向の変化を誘起し基質結合
部位を覆い隠すように，コンパクトな構造に変化することで，基質のリクルートを阻
害していることを明らかにした。この結果は，PDIの活性発現には基質を捕獲するた
めの PDIの柔軟な動きが必要であることを示しており，それこそが従来の「1酵素に
対し 1基質」の概念が通用しない全く新しい酵素基質反応の根底にあるメカニズムで
あると結論付けた 1)。 
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